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辐射过程中耐辐射奇球菌蛋白酶变化的检测与分析

周绪斌 邢瑞云 吕 星"

（军事医学科学院放射医学研究所 北京 3$$0"$）

摘 要：采用明胶和酪蛋白底物酶谱法以及荧光酪蛋白底物对紫外线以及!2射线辐射后恢复期耐辐射奇球菌 B3
（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$( B3，CBB3）的蛋白酶变化进行了检测。结果发现，CBB3存在高活性大分子量组成性表达蛋
白酶，与 D7+’,=等［31］提出的 CBB3蛋白酶为预测高表达蛋白（EFG）的设想一致。CBB3包含大量分子量大于 3!$HC
的明胶降解酶和分子量大于 3#$HC的酪蛋白降解酶，其中活性最高的 3@!HC明胶酶在经 ICI变性处理后仍有较高
活性，该蛋白酶在 CBB3受紫外线辐射和电离辐射后恢复期的表达模式存在差异，在!2射线电离辐射过程中以及电
离辐射后恢复的晚期活性较高。此外，还发现一些蛋白酶特异性由辐射所诱导，表明这些蛋白酶可能参与细胞信

号通路中蛋白的顺序降解，也提示 CBB3损伤修复过程中细胞内存在一个精确的蛋白酶系统。这些蛋白酶的表达
与细胞的营养状态相关。同时对一株由本实验室从北京地区土壤中分离到的杆状耐辐射菌 BB"55J#的明胶和酪
蛋白蛋白酶谱进行了测定，结果发现其蛋白酶谱与 CBB3相类似。
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奇球菌科（C/,=&>&>>7>/7/）细菌为一类无致病
性、不形成芽胞、易于培养的独特类群［3，#］。该类细

菌分布广泛，起源古老。目前奇球菌科中只定义了

奇球菌属（!"#$%&%&&’(）这一个属。耐辐射奇球菌 B3
（!"#$%&%&&’( )*+#%+’)*$( B3，CBB3）是该属中第一个
鉴定菌株，34"1年从经 G2射线照射后仍然腐烂的罐
头中分离到［5］，此后又从不同地区陆续鉴定了奇球

菌属的七个菌株［3，!］。我们实验室也在国内首次从

北京地区分离到一株杆状的耐辐射菌2BB"55J#，初
步的鉴定结果将其归于奇球菌科［"］。

CBB3最为显著的特性是具备超强的电离辐射
抗性。它可以在超过 3"$$ H+7LM急性电离辐射条件
下存活并且不产生变异，该剂量的电离辐射通常在

每个单倍体基因组中形成 3$$ N #$$个双链断裂位
点（ CIO）［1］，此 外，大 剂 量 的 慢 性 电 离 辐 射
（1$$$+7LPQ）［@，0］也不影响细菌的生长以及外源基因
的表达［4］。CBB3还对紫外线、氧化剂以及干燥等损
伤因素具有很强的抵抗力［#，3$，33］。这种特性使得很

多学者尝试利用工程化 CBB3表达金属解毒或者有
机物降解基因，从而达到治理放射性废弃物的目

的［@，0］。CBB3全基因组测序于 3444年完成，基因组
分析结果显示该菌表达几乎所有主要原核生物参与

C-)修复的蛋白［3#］。最近，学者们也试图通过大规
模、高通量的蛋白质表达谱［35］以及转录谱分析［3!］来

探询其超强辐射抗性的机理。然而，最终了解其超

常辐射耐受性的机理还需要大量而细致的研究工

作［3"］。

D7+’,=和 R+ST/H将与表达基因平均密码子使用
偏爱性相差较大，同时又与核糖体基因密码子偏性

相类似的基因定义为预测高表达基因（E+/L,>U/L
Q,VQ’W /8*+/MM/L V/=/，EFG），通过生物信息学方法比
较 CBB3和目前全序列已知的原核生物基因组，结
果发现 CBB3 EFG中，蛋白酶以及解毒蛋白数量最
多，并且指出这些 EFG蛋白酶可能在 CBB3的辐射
抗性中发挥特定的功能［31］。但是，目前尚未有实验

对 CBB3的蛋白酶表达进行分析的报道，我们采用
明胶和酪蛋白酶谱法以及荧光标记底物对辐射过程

中 CBB3的蛋白酶表达进行了检测与分析，现将结
果报告如下。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株及其培养条件：野生型耐辐射奇球菌
CBB3（)I3J155）以及大肠杆菌（,(&-")#&-#* &%.#）D3#



（!"#$%&’）取自中国科学院微生物所微生物资源中
心。耐辐射菌 ((’%%$)由本室分离［’］。耐辐射菌接
种培养于新鲜 *+, 培养基（-$’. */0123456-$%.
,5782 592/7:26-$#. +;<:385，1=>$-），按文献［#?］方
法于 %)@振荡培养 )? A至对数期（!"&-- B #$-），# C
$%&’ D#) 培养于 EF培养基。
!"!"# 主要试剂：明胶、酪蛋白、蛋白酶荧光检测试
剂盒均为 "GHI7公司产品；F/7JK3/J法蛋白浓度检测
试剂盒购自上海生工生物工程公司；FL!法蛋白浓
度检测试剂盒购自北京天象邦定公司；中分子量蛋

白标准物购自 MA7/I7:G7公司。其它试剂购自相关
公司。

!"# 辐射处理以及细菌可溶蛋白的制备
紫外线辐射：收集处于对数生长期细菌，MF"洗

两遍，随后用缓冲液悬浮，然后将细菌转至灭菌的平

板，室温条件下 &--N6I) 剂量紫外线照射约 O IG4。

!P射线辐照：收集处于对数生长期细菌，新鲜 *+,
培养液或 MF"缓冲液悬浮，置于冰上经 #’ Q+0 剂量
&-L3!P射线照射。丝裂霉素 L（RRL）处理：在培养
基中加入 )-"H6IE RRL，%)@处理 ’ IG4。
细菌经辐射处理后，将其转入新鲜 *+, 培养

液，%)@振荡培养，分别在照射后恢复 -、-$’、#$’、’、
S A这 ’个时间点取样。对照菌与受照菌放置于相
同温度及时间间隔。在相应的时间点收集细菌，

MF"洗两遍，冰水浴中超声破碎菌体，?@ #)--- T H
离心 )- IG4，上清贮存于 U O-@备用，采用 F/7JK3/J
法或 FL!法测定总蛋白含量。
!"$ %&%’()*+
细菌可溶性蛋白的 "V"PM!+W 参照文献［#>］，

采用 O.分离胶和 ’.积层胶。
!", 银染法检测总蛋白
细菌蛋白同时采用快速银染法进行检测，参考

文献［#O］操作。
!"- 明胶或酪蛋白底物’%&%’()*+测蛋白酶活性
细菌蛋白酶谱分析参照 W;;5/X/35Q等［#S］介绍的

方法。将蛋白样品与等量 ) T非变性上样缓冲液混
匀，不经煮沸直接上样于聚合有 )IH6IE 明胶或酪
蛋白的 O. "V"P聚丙烯酰胺凝胶。电泳结束后，用
)$’. */G234 YP#--溶液漂洗凝胶 )遍以去除 "V"，然
后将凝胶置于蛋白酶谱孵育缓冲液中（’-II3;6E
*/G8P=L;，1=>$&，#-II3;6E L7L;)，’-II3;6E Z7L;，

-$-’. F/G[%’），%>@温育 &A（除图 &外）或过夜（图
&）。考马斯亮蓝 (P)’-染色，脱色，观察蛋白酶消化

条带。蛋白条带及蛋白酶降解条带的分子量采用软

件 !;1A7W785 （ !;1A7 \44325:A L3/13/72G34， "74
E574J/3，L7;GK3/4G7）参照分子量标准物估算。
为了解变性条件下细菌蛋白酶活性，蛋白在底

物 "V"凝胶电泳后不经过 )$’. */G234 YP#--漂洗，
直接放于孵育缓冲液中温育。

!". 蛋白酶抑制剂实验
细菌蛋白经底物凝胶电泳解析后，分别置于含

有 蛋 白 酶 抑 制 剂［ MR"]（ )II3;6E）， !1/32G4G4
（#"H6IE），E5<1512G4（#--"I3;6E），WV*!（’II3;6E）］
的蛋白酶谱孵育缓冲液中，温育过夜，如上染色，脱

色，观察蛋白酶消化条带。

!"/ 蛋白酶的定量检测
细菌中可溶性蛋白中蛋白酶的定量检测采用蛋

白酶荧光检测试剂盒，以 ]\*L标记的酪蛋白作为底
物。将适量蛋白（&’ ^ O’"H）与 ]\*LP酪蛋白置于
%>@暗处温育 #A，然后加入三氯乙酸（*L!），%>@暗
处继续温育 %-IG4，#---- T H离心 #-IG4，蛋白酶降
解荧光底物生成游离荧光小片段不能被 *L!沉淀
而存在于上清中，取 )"E上清加入 )--"E检测缓冲
液（-$’I3;6E */G8·=L;，1=O$’），样品置黑色 S&孔板
中，荧光仪测定荧光强度，激发和发射波长分别为

?O’4I和 ’%’4I，将样品测量值减去空白对照值即
为实际荧光强度。每个样品检测 %组，取平均值，实
验重复 % 次，# C $%&’ 与 V((# 荧光强度的统计分析
采用成组资料 ( 检验，V((#!P射线照射后不同时期
蛋白酶含量采用单因素方差统计分析，计算采用

"M""软件。

# 结果

#"! &00!、00-$$"#和 ! 1 "#$% 可溶性蛋白分析
紫外线和!P射线辐照后细菌可溶蛋白的电泳

结果分别如图 #P!，F显示，在总蛋白上样量相同的
条件下，考马斯亮蓝染色难于检测到 V((# 和
((’%%$) 中分子量范围大于 ##&QV 的蛋白，而
# C $%&’ D#)可溶性蛋白的检测范围大于耐辐射菌。
增加蛋白上样量并采用较为敏感的银染方法（图

#PL），可以检测到分子量较大的蛋白。从图可以看
出，辐射后不同恢复期的 V((# 以及未受照菌的大
多数蛋白条带都比较保守，V((# 和 ((’%%$) 蛋白
带型也很类似，但都与 # C $%&’ D#) 存在较大的
差异。
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图 ! （"）考马斯亮蓝染色分析紫外线辐射后 #$$!及 ! % "#$% 可溶性蛋白；
（&）考马斯亮蓝染色分析!’射线辐射后 #$$!可溶性蛋白；
（(）银染分析 ! % "#$% 和耐辐射菌可溶性蛋白

!"#$ % （&）&’()*+"+ ,- +,)./)0 12,30"’+ ,- 455% (’6 ! $ "#$% 207,80206 -2,9 :;<"22(6"(3",’ /* 7,,9(++"0 /).0 +3("’"’#；

（=）&’()*+"+ ,- +,)./)0 12,30"’+ ,- 455% 207,80206 -2,9!<"22(6"(3",’ /* 7,,9(++"0 /).0 +3("’"’#；

（>）&’()*+"+ ,- +,)./)0 12,30"’+ ,- ! $ "#$% (’6 2(6"(3",’<20+"+3(’3 /(7302".9 /* +")802 +3("’"’#$

&：%?"# +,)./)0 12,30"’ @(+ (11)"06 ,’3, 0(7A )(’0$ B20(390’3 ,- 0(7A +(91)0 @(+ ")).+32(306 ,’ 3A0 3,1；

=：%C"# +,)./)0 12,30"’ @(+ (11)"06 ,’3, 0(7A )(’0$ B20(390’3 ,- 0(7A +(91)0 @(+ ")).+32(306 ,’ 3A0 3,1$

)*) 明胶和酪蛋白底物酶谱测定 #$$! 蛋白酶的
活性

455%经紫外线或!<射线辐照后恢复期明胶底
物蛋白酶谱结果分别如图 D显示，耐辐射菌蛋白酶
降解明胶底物，从而在凝胶顶部到位于分子量约

%C?E4之间形成明亮的负染区带，显示耐辐射菌存
在大量的高分子量明胶降解酶。其中可以辨别的最

为明显的降解条带分子量约为 %FCE4和 %C?E4（图
D<&，=中 (和 /所示），此外，所有样品中都包括一
个酶解活性较弱的 GHE4条带（图 D<&，=中 7所示）。
但在相同的实验条件下，从对照 ! $ "#$% I%D菌株中
未能观察到可见的明胶底物降解条带。对照以及受

辐射和 JJ>处理的 455%菌与 55KLLMD 明胶酶谱
很类似。但是 55KLLMD 还存在一个独特的分子量
约为 %CFE4活性较高的明胶降解酶（图 D<&，=中 6
所示）。

图 ) （"）明胶底物 +#+’,"-.分析紫外线辐射后 #$$!
及 ! % "#$% 蛋白酶谱；（&）明胶底物 +#+’,"-.分析!’射
线辐射后 #$$!蛋白酶谱
!"#$ D （&）&’()*+"+ ,- N*9,#2(1A* ,- 455% (’6 ! $ "#$% 207,80206 -2,9

:;< "22(6"(3",’ /* #0)(3"’ O4O<P&QR；（ =）&’()*+"+ ,- N*9,#2(1A*

,- 455% 207,80206 -2,9!<"22(6"(3",’ /* #0)(3"’ O4O<P&QR

酪蛋白底物的蛋白酶谱结果如图 L 所示，从
ST 凝胶顶端到分子量约为 %D?E4之间形成明亮的
酶解负染区带，表明耐辐射菌存在大量高活性的高

分子量酪蛋白降解酶。可以分辨的最为明显的降解

条带分子量约为 %CHE4（图 L中 0所示），该蛋白酶在
所有 455%样品及 55KLLMD 都存在。与之对应，未
能从 ! $ "#$% I%D 观察到可见的酪蛋白酶解条带。
除了上述活性极高的降解区域外，在紫外辐射菌的

酪蛋白酶谱图上观察到一条非常清晰的降解条带，

分子量约为 FCE4（图 L<&中 -所示），非常有趣的是，
该蛋白酶在未受照菌中存在较弱的活性，辐照后

（?A）以及恢复晚期（K U GA）活性较高，但在受辐照后
恢复早期（?MK U %MKA）的活性几乎检测不到。

图/ （"）酪蛋白底物 +#+’,"-. 分析紫外线辐射后
#$$!及 ! % "#$% 蛋白酶谱；（&）酪蛋白底物 +#+’,"-.分
析!’射线辐射后 #$$0蛋白酶谱
!"#$ L （&）&’()*+"+ ,- N*9,#2(1A* ,- 455% (’6 ! $ "#$% 207,80206 -2,9

:;<"22(6"(3",’ /* 7(+0"’ O4O<P&QR；（=）&’()*+"+ ,- N*9,#2(1A* ,- 455%

207,80206 -2,9!<"22(6"(3",’ /* 7(+0"’ O4O<P&QR

)*/ 变性条件下 #$$!蛋白酶活性的检测
细菌可溶蛋白经明胶底物 O4O<P&QR 解析后，

未经 B2"3,’ V<%??漂洗直接放置于酶谱温育缓冲液
中，结果显示活性最高的 %FCE4明胶降解酶（图 C中
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!）在 "#"变性条件下仍然有活性，同时该蛋白酶活
性在细菌受紫外线辐射后随着恢复期的延长而逐渐

升高，在照后 $%最为明显。但是，在!&射线照射菌
中，该蛋白酶活性在受照射过程中（’%）以及照射后
恢复晚期（$%）活性较高，但在恢复期的初始阶段活
性较低。受 (() 处理 #**+ +,-.# 明胶降解酶活
性明显较高。耐辐射菌 **/0012中 +,-.#及其特有
的 +-,.#明胶酶在 "#"变性条件下都有较高活性。

图 ! （"）明胶底物变性 #$#%&"’(分析紫外线辐射后
$))*及 ! + "#$% 蛋白酶谱；（,）明胶底物变性 #$#%&"’(
分析!%射线辐射后 $))*蛋白酶谱
3456 - （7）78!9:;4; <= >:?<5@!A%: <= #**+ !8B ! 6 "#$% @CD<EC@CB =@<?

FG&4@@!B4!H4<8 I: BC8!HJ@485 5C9!H48 "#"&K7LM；（ N）78!9:;4; <=

>:?<5@!A%: <= #**+ @CD<EC@CB =@<?!&4@@!B4!H4<8 I: BC8!HJ@485 5C9!H48

"#"&K7LM

-.! 蛋白酶抑制剂对 $))*蛋白酶活性的影响
细菌可溶性蛋白经明胶底物 "#"&K7LM 解析

后，分别置于含有不同蛋白酶抑制剂的酶谱孵育缓

冲液中，结果发现，除了耐辐射菌 **/0012 特有的
+-,.#明胶降解酶能被 K("3所抑制外，其它明胶降
解酶活性都不能被蛋白酶抑制剂所抑制。

-./ 0123%酪蛋白检测细菌蛋白酶活性

图 / （"）! + "#$% 和 $))*蛋白酶定量测定；（,）$))*经

!%射线辐射后不同恢复时期的蛋白酶活性检测
3456 / （7）O%C PJ!8H4=4CB BCHC@?48!H4<8 <= H%C D!;C48<9:H4D !DH4E4H: <=

! 6 "#$% !8B #**+；（N）O%C PJ!8H4=4CB BCHC@?48!H4<8 <= H%C D!;C48<9:H4D

!D4H4E4H: <= #**+ @CD<EC@CB =@<?!&4@@!B4!H4<8

以 3QO) 标记酪蛋白底物定量检测 #**+ 和
! 6 "#$%蛋白酶，结果显示（图 /&7），#**+酪蛋白降解
酶活性远远高于 ! 6 "#$%，测定的荧光强度约为后者
-’倍（K R ’1’+，’1S/"5蛋白）。!&射线辐射后不同恢
复时期的酪蛋白降解酶活性，结果显示（图 /&N），
#**+ 经电离辐射后，降解酶活性明显升高（K R
’1’+，’1T/"5蛋白），在辐照后 ’1/ %达到最高，然后
随着恢复时间延长逐渐恢复到辐照前水平。

4 讨论
通过明胶和酪蛋白底物以及 3QO)标记酪蛋白

底物测定耐辐射奇球菌 #**+蛋白酶谱及酪蛋白降
解酶活性，结果证实，与大肠杆菌相比，耐辐射奇球

菌存在超乎寻常高活性的大分子量蛋白酶，这与文

献中通过生物信息学方法预测蛋白酶为 #**+ KUV
蛋白一致［+T］。实际上从总蛋白 "#"&K7LM分析图上
可以看出，高活性蛋白酶蛋白条带只有采用较为敏

感的银染方法才能检测到，这也提示了这些高分子

量蛋白酶活性非常高。这些蛋白酶很可能在 #**+
辐射耐受性中发挥某种功能。蛋白酶与辐射敏感的

相关性已有报道，例如大肠杆菌 7OK 依赖蛋白酶
)9AWX和 Y<8与细菌的紫外辐射敏感性相关［2’］，蛋
白酶 Y<8降解细胞分裂抑制蛋白 "J97，9<8突变子对
紫外辐射敏感，蛋白酶 )9AWX与 Y<8有共同的底物，
在温度升高时，)9AWX降解 "J97引起细菌对 FG耐
受性增强［2+］。

在微生物基因组中，某些蛋白家族的高度扩增

与这些生物适应极端条件下生活相关［22］。比如奇

球菌和分枝杆菌中 !ZI 水解酶基因以及奇球菌和枯
草杆菌中的枯草杆菌样蛋白酶基因的扩增，蛋白酶

基因在奇球菌基因组中的扩增很可能与细菌的应激

反应与损伤控制相关，大量的蛋白酶可以参与细菌

在应激条件下降解（清除）细胞内受损组分［22］。众

所周之，降解并排出辐射后受损伤的 #[7是修复机
制很重要的组成部分，很显然，这一机制对于受损的

蛋白也同样起作用［20］。我们的实验结果显示，活性

最高的 +,-.#明胶降解酶和 +-’.#酪蛋白降解酶在
辐射细菌和对照菌中都同样表达，提示细胞内存在

高活性组成性表达蛋白酶，然而通过 "#"抑制实验
以及 3QO)标记酪蛋白检测显示辐照后蛋白酶的活
性明显升高，因而很可能这些蛋白酶参与了细胞的

修复过程。同时，蛋白酶的这种极高的活性也对于

其在细胞受损伤后的氧化性环境中发挥功能非常重

要。采用荧光酪蛋白底物检测基质降解酶类活性显
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示，!""#受电离辐射后，酪蛋白降解酶活性在辐射
后明显升高，在约 $%&’达到最高，然后逐渐降至照
射前水平，与明胶酶的动力学过程存在一定差异。

这也说明 !""#细胞内不同蛋白酶活性在辐射后修
复过程中行使不同的功能。

营养条件同样影响辐射后细胞蛋白酶的表达，

如图 (所示，主要的 #)*+!蛋白酶在!射线电离辐
射后很快升高，然而当受照细菌处于 ,-.中时则活
性较低，这表明在最适的生长条件下，细菌更容易对

电离辐射发生应激反应［/*］。受丝裂霉素 0处理细
菌 #)*+!蛋白酶活性更高，这提示该蛋白酶可能参
与由 !12损伤剂引起的链间交连。
值得注意的是，除了上述组成性表达的高分子

量蛋白酶，在实验中还观察到一些诱导性表达的蛋

白酶，图 3显示的是在孵育缓冲液中温育过夜的结
果，这使得我们可以观察到活性较低的蛋白酶。图

中 ))+!（图 3中 4）蛋白酶仅仅在!5射线电离辐射后
恢复期细胞中表达，而在受照射期间及对照细菌中

并未观察到，而 36 +!蛋白酶（图 3中 ’）表达特点则
与主要的 #)*+!明胶酶活性的动态过程非常类似，
即在电离辐射过程中（$’）及恢复晚期（& 7 (’）活性
较高，蛋白酶活性以及表达的这种动态过程的意义

我们还不清楚，但很可能这些蛋白酶参与细胞修复

过程中底物的有序降解过程。正如 !12修复蛋白
"892在细胞修复中所起的作用，"892 对于 !""#
超强的电离辐射以及其它 !12损伤剂的抵抗力至
关重要［/&，/3］。但是实验证实 "892辅助蛋白酶活性
比其重组活性在电离辐射耐受过程中起的作用更为

明显［/)］，而 !""#在电离辐射后早期的修复过程是
以一种不依赖 "892的途径［/6］，这也说明了 !""#电
离辐射损伤修复过程存在着精细而有序的控制。

图 ! 明胶底物 "#"$%&’(分析!$射线辐射后 #))*蛋
白酶谱

:;4< 3 2=>?@A;A BC D@EB4F>G’@ BC !""# F89BH8F8I CFBE!5;FF>I;>J;B= K@
48?>J;= .!.5,2LM
2CJ8F 8?89JFBG’BF8A;A B= 6N GB?@>9F@?>E;I8 48? 9B=J>;=;=4 /E4OEP
48?>J;=，J’8 48? Q>A Q>A’8I K@ /%&N RF;JB= S5#$$ >=I I8H8?BG8I ;=
D@EB4F>E ;=9TK>J;B= KTCC8F CBF #/’，AJ>;=8I Q;J’ 0BBE>AA;8 K?T8 >=I
I8AJ>;=8I<

实验中发现 ""&UU%/与 !""#存在着类似的明
胶与酪蛋白底物蛋白酶酶谱，这也进一步证实了二

者之间的亲缘关系，但是 ""&UU%/存在一个独特的
高活性 #*)+!丝氨酸蛋白酶，说明不同属的细菌之
间蛋白酶也存在着较小的差异。
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